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Resumo:

O presente estudo pretendeu analisar os mecanismos neurais envolvidos na
aquisicdo de condicionamento classico aversivo, em pombos, através do estudo da
expressio do produto do proto-oncogene zif7268, no hipocampo, apos a sessdo de treino. Os
anmimais foram submetidos a trés associagdes som {1000-Hz, 83 dB, 1s) choque (10 mA,
1s), durante os 20 minutos da sessdo. Os animais controles foram expostos apenas ao
choque, contexto, som ou manipulacio. Analises comportamentais revelaram um aumento
do freezing durante a sessdo de treino dos grupos som-choque e choque. Analises imuno-
histoquimica foram realizadas uma hora apés o treino. Essas anilises revelaram uma maior
expressio de zif/268 no hipocampo de ambos os grupos, experimental € choque, em
compara¢io com 0s grupos controle som, contexto ¢ manipulacdo. A expressdo do zif/268
no hipocampo indicou uma ativaglio diferencial das regides hipocampais para cada grupo: o
hipocampo medial para o grupo som-choque, e o hipocampo dorsal para o grupo choque.
Os dados sdo interpretados como evidéncia da participagio do hipocampo no

condicionamento classico aversivo.
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Abstract:

The present study intended to analyze the neural mechanisms underlying the
acquisition of aversive classical conditioning in pigeons by studying the expression of the
product of the immediate early gene Zi//268 in the hippocampus after the training session.
Pigeons were submitted to three sound (1000-Hz, 83 dB, 1s) and shock (10 mA, 1s)
associations during one 20 min session. Control pigeons were exposed only to the shock
context, sound or manipulation. Behavioural analysis revealed increased freezing during the
training session in the sound-shock and shock groups. The immunohistochemical analysis
began one hour after training. Analysis revealed enhanced expression of Z#7268 in the
hippocampus both for the experimental and the shock-control groups in comparison to
sound, context and manipulation-control pigeons. The expression of zif/268 in the
hippocampus indicated a differential activation of hippocampal regions in each of these
groups: medial hippocampus for the sound-shock group and dorsal hippocampus for the

shock groups. The data are interpreted as evidences of the hippocampal participation in the

classical aversive conditioning.



1. Introducio

Dentre as caracteristicas dos animais, a capacidade de aprender ¢ notavel e essencial
para a vida ¢ adaptagio ao ambiente. A aprendizagem é um processo de aquisicdo do
conhecimento sobre 0s eventos do mundo (Morris ef al, 1988), decorrentes da experiéncia
individual, ou seja, da interagiio do organismo com o ambiente externo {Staddon, 1983).
Esse € um processo importante pelo qual o ambiente altera o comportamento, ¢ o
comportamento altera o ambiente (Berlucchi & Buchtel, 1976; Catania, 1999; Pia, 1985). A
potencialidade para a aprendizagem é encontrada em todo o reino animal e sua
complexidade tem sido correlacionada com a complexidade do sistema nervoso do
organismo (MacPhail, 1982; Carlson, 2000). Existem varias classes de aprendizagem,
dentre elas, a aprendizagem associativa. Esta € responsivel pela modificagdo do
comportamento respondente, através do controle de contingéncias estimulo-estimulo,

processo denominado de condicionamento classico (Catania, 1999).

O condicionamento cldssico aversivo e o hipocampo

O condicionamento classico, também denominado Pavioviano ou respondente, € um
topico que tem dominado a psicologia da aprendizagem. Refere-se a uma classe de
aprendizagem que envolve relagdes de controle de estimulo nas quais um estimulo sinaliza
a apresentagdo de outro (Catania, 1999). No condicionamento clissico aversivo, 0corre a
associacio de um estimulo incondicionado aversivo (US) com um estimulo neutro para a
resposta analisada, resultando no estabelecimento de novas relagdes estimulo-resposta. Ou
seja, o estimulo inicialmente neutro adquire a capacidade de eliciar as respostas
incondicionadas a0 primeiro estimulo. Assim, esse estimulo condicionado (CS) passa a
eliciar respostas condicionadas. A possibilidade de estabelecimento e analise desse tipo de
controle de estimulos tem contribuido para que os neurocientistas investiguem e gerem
conhecimento sobre as bases neurais da aprendizagem e meméria.

O conhecimento sobre as bases e mecanismos neurais dos processos de

aprendizagem ¢ memoria desenvolveu-se muito por meio de modelos animais e de



diferentes tipos de situagBes de aprendizagem. Consideraveis progressos foram obtidos
gragas & investigag8o do condicionamento aversivo (Bingman ef al., 1989; Antoniadis &
McDonald, 2000; Maren & Holt, 2000; Schafe ef al, 2001). A partir dos trabalhos iniciais
de LeDoux (1990} a amigdala tem sido enfatizada como uma estrutura neural que participa
da memoria aversiva. Posteriormente o hipocampe também passou a receber atencio cada
vez mais intensa quanto 2o seu envolvimento nesse processo de aprendizagem e meméria
(Teyler & Discenna, 1985; Selden e al, 1991; Kim & Fanselow, 1992; Izquierdo &
Medina, 1993; Phillips & Ledoux, 1994; Maren ef al., 1997). Assim, a consideracdo de que
o hipocampo € importante para o condicionamento de medo é mais recente em relacdo a
énfase atribuida a amigdala. Além disso, a amigdala ¢ o hipocampo também possuem
papéis importanties na organizagio e no controle de diversas respostas motoras e vegetativas
envolvidas no condicionamento aversivo, como por exemplo a locomogio, o Jreezing e as
vocalizagdes ultrassdnicas (Teyler & Discenna, 1985; Antoniadis & McDonald, 2000}

O trabalho de Kim & Fanselow (1992) pode ser considerado um dos pioneiros na
analise do papel do hipocampo na consolidagio de memdria emocional aversiva em ratos.
Esses autores usaram o pareamento som-choque em ratos submetidos a lesBes hipocampais
1, 7, 17 ou 28 dias apods o treino. Os animais com lesio 1 dia pos-treine tiveram menor
intensidade de freezing quando reexpostos ao contexto. Quando testados em outro contexto
com reapresentagao do som, todos os grupos apresentaram freezing. Esses dados mostraram
o papel dindmico do hipocampo na formagio de memérias e indicaram um processamento
diferente para o armazenamento das informagGes aversivas, relativas ao pareamento dos
estimulos num contexto, e ao som, quando apresentado em outro contexto.

Recentemente, a énfase dada aos estudos sobre a influéncia de como o contexto
ambiental influencia o aprendizado e a memoria cresceu paralelamente ao grande niimero
de investigagOes sobre as fungdes do hipocampo na memdria contextual (Holt ef al., 1999;
Reis ef al, 1999, Maren et al,, 2000; Hall er al., 2001). As pesquisas desenvolvidas
indicam a importancia dessa analise para o entendimento da complexidade das relagdes
entre os estimulos ambientais, o sistema nervoso e o comportamento. O impacto da
informac8o contextual sobre o comportamento humano, também j& é bem conhecida

(Tulving & Thomson, 1973; Penick & Solomon, 1991; Howard, 1992). Essa informacfio é



dada por um estimulo multimodal, caracterizando o contexto como uma configuragio de
estimulos (Maren ef al., 1997). O condicionamento de um contexto ambiental implica na
aquisicdo e na retencBo do valor funcional (positivo ou negativo) de uma situagio ou
contexto que foi associado a eventos positivos ou negativos (Antomadis & McDonald,
2000).

Em nosso laboratério Reis ef al. (1999) relatam que lesdes hipocampais, 24 horas
apos o condicionamento classico aversive em pombos, resultaram em menor porcentagem
de ocorréncia de freezing ao contexto. Como o condicionamento ao som foi mantido apos a
lesio, esse estudo replica os dados de Kim & Fanselow (1992) e enfatiza o papel do

hipocampo na modulac@o da meméria emocional aversiva em pombos.

A caracteriza¢do do sistema hipocampal em aves

De acordo com Eichenbaum, Otto & Cohen {1992) hi necessidade de estudos que
investiguem de uma forma integrada, com humanos ¢ outros animais, algumas questdes
centrais para o entendimento das fung¢des basicas do hipocampo. Entre estas temos as
questOes relativas ao tipo de meméria que tem o sistema hipocampal como essencial, as
possiveis variagbes dos tipos de memoria em diferentes espécies animais, ao papel do
hipocampo no armazenamento de informagdes e as regras ¢ mecanismos envolvidos nesse
armazenamento. As mesmas consideragbes podem ser estendidas aos sistemas hipocampais
de aves e, em particular, do pombo.

Do mesmo modo que as investigagdes do hipocampo em mamiferos, os estudos em
aves também tém abordado questdes relacionadas com os processos de aprendizagem e
memoria, especialmente aquelas envolvendo relagdes contextuais e espaciais. Os resultados
gerais sugerem uma similaridade funcional entre o hipocampo de aves e de mamiferos, em
diversos tipos de aprendizagem (Bingman et af, 1989; Reis et al., 1999, Colombo &
Broadbent, 2000; Watanabe, 2001). Lesdes hipocampais em pombos e em ratos confirmam
essa idéia. Animais lesados apresentam prejuizo no processo de aquisigio e retengiio de
informacdo espacial, como também no processamento da informagfo contextual. Qutro

dado que reforga uma possivel similaridade, ¢ a evidéncia de que, apés a lesdo da regifo



mamiferos. A continuacdo dorsal deste tracto, isto &, o tracto de fibras dorsais, pode conter
aferéncias e eferéncias para outras regides cerebrais. Nas c¢élulas adjacentes as células
piramidais da regifo hipocampal de pombos, também foi evidenciade a presenca de
colecistocinina, semelhante ac que ocorre na regifio do Como de Amon e camada de
células granulares do giro denteado nos mamiferos. Apesar de vérias similaridades, ainda
ndo foi evidenciado no hipocampo de pombos, uma regifio equivalente as fibras musgosas

do hipocampo de mamiferos (Erichsen e? /., 1991).

As relacdes entre o hipocampo, a LTP ¢ os processos de sinalizacdo intra-

celularzs

O entendimento dos mecanismos neurais mediados pelo hipocampo estd
estreitamente relacionado com a descricdo de um processo neural que constituiu um dos
pilares que sustentam a investigagdo dos processos neurais da memoria: a potenciagio
singptica a longo-prazo, referida como LTP (do inglés long-term potentiation). A LTP ¢
descrita como um reforcamento da eficicia sinaptica, evidenciada através do aumento
persistente, durando de horas a dias, da amplitude dos potenciais pds-sinapticos apés a
estimulacio tetdnica pré-sinaptica. Bliss e Lomo foram os primeiros a descreverem esse
fendmeno em 1973, nas aferéncias das vias perfurantes do giro denteado no hipocampo de
ratos. Posteriormente, demonstrou-se que o mecanismo de LTP no hipocampo possui duas
fases: a fase transitoria imediata, com duragiio de 1 & 3 horas, e a fase de consolidagio
tardia, com duracio de no minimo 24 horas (Kandel 2000).

A fase imediata da LTP ¢ diferente para as células que fazem sinapse com as fibras
musgosas e com as fibras de Schaffer no hipocampo. Nas fibras musgosas ocorre a ativagio
de receptores NMDA ¢ AMPA através da liberaggo de glutamato. Os receptores NMDA
parecem ter pouca participag¢do na LTP na via das fibras musgosas, pois sua inativagio nfo
afeta a LTP. Da mesma forma, o bloqueio do influxo de Ca™ nas células piramidais pos-

sinapticas da regifo CA3 parece ndo afetd-la. A LTP na via das fibras musgosas parece



hipocampal de aves e mamiferos, nfo ocorrem prejuizos em tarefas puramente visuais ou
na aquisicdo de respostas de auto-modelagem (Colombo & Broadbent, 2000),

Apesar da homologia filogenética entre o hipocampo de aves ¢ de mamiferos, uma
vez que ambos derivam do cortex dorsomedial de um mesmo ancestral de linhagem
aminiota (Campbell & Hodos, 1970; Shimizu & Bowers, 1999), pode-se considerar, com
base em estudos anatdmicos, que a regifio hipocampal de mamiferos e aves mantém uma
organizagdo comn caracteristicas pouco similares. Dentre elas destaca-se a presenca de
diferentes tipos celulares ¢ uma estreita proximidade ao ventriculo lateral (Karten &
Hodos,1967; Bingman, Bagnoli, Ioalé & Casini ,1989; Szély, 1999). Ao mesmo tempo, as
regides hipocampais de aves ¢ de mamiferos sfio bastante similares com relagdo ao padrio
de vias aferentes € eferentes, uma vez que ambas regides recebem projegdes do hipocampo
contralateral, talamo, hipotilamo, locus ceruleus e nicleos da rafe; também, ambos
projetam-se para o nucleo septal, banda diagonal e hipotalamo (Benowitz & Karten, 1976;
Krainiak &. Siegal, 1978; Casine ez al., 1986; Shimizu & Karten, 1990; Bingman ef al,,
1994; Bouille ef al., 1997). Apesar dessas similaridades, existem algumas peculiaridades a
cada classe e espécies. Ao contraric do que ocorre nos mamiferos, as proje¢des da regido
hipocampal de aves para o arquiestriado, correspondente a amigdala dos mamiferos, se da

de forma indireta, através da area septal contralateral, que também conecta o hipocampo ao
” hipotdlamo lateral. Da mesma forma, o hipocampo de aves ndo recebe projecdes diretas do
arquiestriado, mas sim indiretamente através de projecdes do arquiestriado dirigidas ao
parahipocampo, que por sua vez possui conexdes reciprocas com o hipocampo.

Com respeito a neuroquimica, neuromediadores similares tém sido encontrados no
hipocampo de aves e de mamiferos (Erichsen ef al., 1991; Krebs et al., 1991). Nos estudos
supra citados foram identificados diversos tipos de neuromediadores nas subregides
hipocampais de pombos. O mapeamento da localizacio dos mesmos sugeriu uma divisio
hipocampal em seis areas, distribuidas entre os niveis A3.75, e A9.00 do atlas de Karten ¢
Hodos (Erichsen er al., 1991; Krebs er al., 1991). Esses resultados sugerem que paralelos
podem ser tragados com algumas 4reas da regifio hipocampal de mamiferos. O tracto de
fibras mediais parece conter aferéncias catecolaminérgicas, serotoninérgicas e colinérgicas
para a regido hipocampal, assemelhando-se ao alveus (substincia branca que reveste a

superficie ventricular do hipocampo, ¢ que é continua 2 fimbria) do hipocampo de



neurdnio pré-sinaptico. Essa maior ativagio do neurdnio pré-sinaptico resulta na
potenciagdo da atividade do neurdnio pés-sinaptico {Kandel, 2000).

Os axOnios das células piramidais da regiio CA3 do hipocampo de ratos, fibras de
Schaffer, medeiam as conexdes com a regidio CAl. Essas sinapses utilizam o glutamato
como neurotransmissor, porém a LTP na camada CAl do hipocampo de mamiferos requer
a ativagiio de receptores NMDA além dos receptores AMPA. Quando o glutamato se liga
ao receptor AMPA, a membrana ¢ despolarizada e ocorre o deslocamento do ion Mg~ do
canal do receptor NMDA, no qual o glutamato se acoplou previamente. Apenas quando o
Mg ¢ deslocado ocorre o influxo de Na™ e de Ca™". A elevaciio da concentragio de Ca™
aumenta 2 transmissio sinaptica porque ativa as proteinas quinase serina-treonina
dependente de Ca ', a proteina quinase dependente de Ca™/calmodulina (CAMKII), a
proteina quinase C (PKC), a proteina quinase A (PKA) e a proteina tirosina quinase-fyn
(Kandel, 2000).

A ativagdo dessas vias bioquimicas na fase inicial da LTP resulta na atividade de
enzimas que controlam a expressdo de mensageiros retrogrados, como por exemplo o 6xido
nitrico (NO). Estes atuam sobre o terminal pré-sinaptico, aumentando a liberagio de
neurotransmissores €, assim, levando a manutengio da LTP. Os segundos mensageiros
também sio responsaveis pela ativagio da maquinaria da expressio de genes envolvidos na
fase tardia da LTP, que requer a sintese de proteinas. Essas proteinas podem ser os fatores
de transcricio, como também as proteinas envolvidas em alteragdes fenotipicas dos
terminais sinapticos. Podemos, assim, evidenciar a importincia da compreensdo das
relagdes entre os mecanismos envolvidos na LTP e os mecanismos celulares e moleculares

envolvidos nos processos de aprendizagem e memoria.



A caracterizagio do papel dos genes de expressio imediata (IEG) na

aprendizagem e memoria

O sucesso dos estudos definindo vias neuroanatdmicas, combinado com o
conhecimento da LTP que ocorre na regido hipocampal, tem apontado caminhos para a
compreensdo dos mecanismos celulares e moleculares que medeiam a aquisicio e a
consolidagiio da memoéria aversiva (Blair HT e7 al, 2001). A analise dos mecanismos de
ativagio de genes de expressdo rapida (IEG) também pode contribuir para esse
conhecimento (Roberts ez al. 1996, Malkani & Rosen, 2000).

Existem duas classes de genes que respondem & estimulacio sinaptica e & atividade
elétrica da membrana de células neuronais: os genes de estimulagio rapida ou precoce,
denominados IEG (do inglés immediate early genes), e os genes de estimulagio tardia, cuja
expressdo ¢ induzida ou reprimida mais lentamente, dependendo da expressio de alguns
IEGs que codificam fatores de transcrigio (Hanley, 1988; Sheng & Greenberg, 1990;
Morgan & Curran, 1991).

Os IEGs codificam os fatores de transcrigio de proteinas citoesqueléticas, de fatores
de crescimento, de enzimas metabolicas e de proteinas envolvidas na transducdo de sinais.
As propriedades bioquimicas e biologicas dessas moléculas fornecem importante
discernimento sobre os mecanismos celulares e moleculares que caracterizam os Processos
de aprendizagem e memoria (Lanahan & Worley, 1998).

As alteragBes plasticas a longo prazo no sistema nervoso central, incluindo as que
suportam a formacdo da meméria, dependem de alteragdes funcionais duradouras nos
neurdnios que requerem uma reprogramagdo da expressdo génica. Os fatores de transcrigio
codificados por IEGs como ¢-fos, c-jun, jun-B e zif/268 (também conhecido como Krox-24,
egr-1, TIS 8, NGFI-A ou zenk) atuam como mensageiros relacionados & atividade neural a
curto prazo, com alteragdes no nivel de transcri¢io génica (Sheng & Greenberg, 1990,
Richardson ef al., 1991; Lanahan & Worley, 1998; Tischmeyer & Grimm, 1999, Kandel,
2000, Walton et al., 1999; Whitney ef al., 2000).

Em situagdes comportamentais complexas, como o condicionamento classico
aversivo, ocorre a ativagdo neuronal polissinaptica, indicando, entdo, a a¢iio integrada de

diferentes areas cerebrais. A atividade desses neurdnios ativados polissinapticamente pode



ser evidenciada pela marcacio da expressiio desses genes através da imunorreatividade as
proteinas controladas por eles. Assim, a expressio de alguns IEGs, como por exemplo o c-
Jos e o zif’268, tem sido utilizado como indicadores de atividade celular. A andlise imuno-
histoquimica da expressdo de suas proteinas tem sido apontada como Utdl para o©
mapeamento, ao nivel celular, das vias funcionais ativadas por uma variedade de condigBes
fisiolégicas, patologicas e comportamentais (Sheng & Greenberg, 1990; Campeau et al.,
1991; McCabe & Homn, 19%4; Melo & Clayton, 1994; Campeau ef af.,1997).

O gene de expressdo imediata zif/268 codifica o fator de transcri¢do, ZIF/268, com
alta expressdo cerebral. Porém os genes alvos, regulados pelo ZIF268, ainda nfo foram
identificados, apesar de ser conhecida a seqiiéncia especifica de DNA (GCCGG/TGGGCG)
com alta afinidade onde se liga ativando a expressfo génica (Christy & Nathans, 1989). Sua
rapida inducBio foi observada em tecidos nervosos de mamiferos e aves, dada pela
despolarizacio da membrana (Milbrandt, 1987, Saffen er al,1988; Cole ef al, 1989,
Wisden et al., 1990). Alguns estudos demonstraram que a indugio de LTP no giro denteado
do hipocampo de ratos estd associada com uma rapida e robusta transcri¢io do IEG zif/268,
codificando o fator de ftranscrigdo ZIF/268. O zif268 participa de mecanismos de
plasticidade sindptica a curto prazo e de transicio para a plasticidade a longo-prazo. Dessa
forma, também ¢ caracterizado como essencial para a expressdo de memorias a longo-prazo
(Richardson et al., 1991; Roberts et al.,1996).

Uma seqiiéneia logica das etapas envolvidas na formagio e permanéncia do trago de
memoria, que mostra claramente a participago dos TEGs neste processo, pode ser analisada
considerando o episdédio de aprendizagem que desencadeia a ativagio de circuitos
sinapticos e, conseqiientemente, de receptores pos-sinapticos entre os quais os receptores
NMDA e¢ AMPA. As vias de segundos mensageiros intracelulares, ativadas pelos
receptores NMDA, podem ser formadas por inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), PYK2, proteina
quinase dependente de calcio (CAM), entre outros. Esses segundos mensageiros fosforilam
fatores de transcrigdo, sendo o mais conhecido o CREB. Os fatores de transcri¢io
fosforilados desencadeiam a expressdo de IEGs das familias Krox 24, Krox 20, entre
outras. O IEG zif/268 faz parte da familia Krox 24, e seu produto, o fator de transcrigio
ZIF, ativa genes de expressdo tardia, responsaveis pela expressdo de proteinas formadoras

de receptores, proteinas estruturais e sinapsinas, que provocam as alteracdes morfo-



funcionais nas sinapses, formando o trago de meméria (Walton er al., 1999). Sendo assim,
os IEGs codificadores de fatores de transcricio servem como terceiros mensageiros
nucleares, regulando a expressiio de outros genes responséveis pela resposta a longo-prazo
dos neurbnios aos estimulos externos (Richardson ef al 19923

Entretanto, o significado funcional da expressdo do IEG zif/268 ainda ndo esta claro.
Seria possivel considerar que a ativagio do proto-oncogene zi/f268 estaria envolvida com 2
fase micial da cascata de eventos que levam a alteracdes celulares a longo-prazo e que
sustentam os processos de memoria e aprendizagem (Mello & Clayton, 1994). Além disso,
entre os diversos genes que mostram respostas rapidas 4 estimulacio celular, a indugdo do
zif/268 parece ser mais especificamente relacionada com modelos de ativaciio celular que
levam a alteragGes neuronais (Cole ef al., 1989, Wisden ef al., 1990). A induggo do zif/268

no hipocampo paréce estar especificamente acoplada com a ativagio do receptor NMDA
(Cole et al., 1989).
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2. Objetivos:

Nas consideragOes apresentadas anteriormente, ao longo dessa se¢io, procurou-se
caracterizar a importncia do hipocampo para os processos de aprendizagem e memoria,
tante em mamiferos quanto em aves. Além disso, salientou-se a relagdo entre o hipocampo
e o processo de LTP em mamiferos e, finalmente, as relagdes entre os processos de LTP ¢
os mecanismos de sinalizaciic intracelular. Com base nessas evidéncias experimentais
apresentadas, considera-se interessante a investigagio dos processos celulares e
moleculares que ocorrem na regiio hipocampal de pombos durante a aprendizagem e a
memorizagdo. Assim, o presente trabalho investigou a expressio do zif/268 no hipocampo
de pombos, apds o treine com associagdes som-choque, ou se¢ja, no condicionamento
classico aversivo. A aprendizagem ¢ memoria dessa relagio foram analisadas durante uma
sessdo de condicionamento som-choque. A expressdo do produto do proto-oncogene zif/268
foi avaliada, por imuno-histoquimica, procurando-se investigar a possivel participagio
desse IEG nos processos de aquisicdo (curto-prazo) das informagdes envolvidas nesse

treinamento.
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3. Materiais e Métodos:

Sujeitos:

Foram utilizados pombos adultos, machos, da espécie Columba livia, adquiridos de
um mesmo fornecedor. Esses animais foram mantidos em gaiolas-viveiro individuais com
agua a vontade, com ciclo claro-escuro de 12/12 h. A alimentag8o consistiu de uma mistura
de quirera de milho, semente de girassol, ragio Anhangiiera para pombos, areia e farinha de
ostra. Apos a chegada a0 biotério os animais passaram por um periodo de 15 dias para
medidas profilaticas. Os pombos foram aleatoriamente atribuidos a grupos experimentais €

controles:

Grupo Experimental Treino (GE): 6 animais expostos ao pareamento dos estimulos som e
choque, durante uma sessio de 20 minutos.

Grupo Controle Choque (GCh): 6 animais colocados na cimara experimental e expostos a
03 estimulos aversivos (choque), seguindo o mesmo esquema temporal do
condicipnamento.

Grupo Controle Contexto (GCC): 6 animais submetidos 4 exposi¢io ao contexto, durante
20 min, sem apresentacdo de estimulos programados.

Grupo Controle Som (GCS): 6 animais colocados na cimara experimental ¢ expostos a 03
estimulos sonoros, seguindo o mesmo esquema temporal do GE.

Grupo Controle Manipulagdo (GCM): 6 animais submetidos 4 manipulagio semelhante a

dos demais grupos, porém sem exposi¢cdo 4 cdmara experimental ou aos estimulos.

Equipamento:

As sessDes experimentais de treino foram realizadas numa cimara de observagio
(30 x 30 x 40 c¢m), com paredes revestidas por chapas galvanizadas e a porta frontal
construida com um espelho de visdo unidirecional emoldurado por madeira. Essa cimara

possuia um alto-falante embutido no teto, ligado a um audio-estimulador, com variagio de
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freqiiéncia entre 125 ¢ 8000 Hz; e também possuiam entrada de energia com uma tomada
macho. As aves receberam coletes de couro com tormnadas e fios (tomadas fémeas)
conectadas a eletrodos pubicos. No processo de implante dos eletrodos os animais foram
previamente anestesiados com éter, para a colocagfio dos eletrodos de fios de ago
ortodbntico (0,5 mm de espessura, 10 cm de comprimento), inseridos ao ossos pibicos da
ave. Os choques foram aplicados através desses eletrodos, a partir de uma fonte (Foringer,
USA), controlada por marcadores de tempo eletromecénicos. A iluminac3o foi feita com
lampadas vermelhas de 40W, localizadas nas paredes laterais. Todas as sessbdes foram
registradas em fitas VHS por um sistema de filmagem em video-tape (filmadora

PanasonicCCD-TR377). Para a perfuséo e a imuno-histoquimica foram usados os materiais

descritos nas respectivas subsegSes.

Procedimento:
Foram realizadas as seguintes fases experimentais:

I. Adaptacio as condicdes de biotério:

Durante um periodo minimo de quinze dias, antes do experimento, os pombos
permaneceram no biotério, com controle de ciclo claro-escuro, para adaptacio a essas
condigbes. Os animais de todos os grupos foram manipulados no mesmo horario que

ocorreu o experimento, as 8:00 horas, nos cinco dias que o precederam.

11. Exposico aos estimulos:

Foi realizada uma sessdio experimental em que os pombos experimentais GE foram
colocados na camara experimental por 20 min e receberam pulsos sonoros (1000-Hz, 83-
dB, 1-s) associados com um choque (10 mA, 1-s). Os estimulos foram apresentados no
minuto 5, 10 ¢ 15. Os animais controle GCS foram expostos a 03 estimulos sonoros, na
mesma seqiiéncia temporal usada para o grupo experimental, e os animais controles GCh
foram expostos a 03 estimulos aversivos (choque), também seguindo a mesma sequéncia

temporal. J& os animais-controle do grupo GCC foram expostos apenas ao contexto de
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condicionameno na cimara experimental durante 20 minutos. Para o controle de fatores
relativos 4 manipulagio envolvida na situacio experimental, os animais GCM foram
retirados de suas gaiolas-viveiro ¢ manipulados (transportados e pesados), sem exposicio
ao contexto e nem aos estimulos (som e choque). As sessdes experimentais ¢ a manipulagio

foram realizadas no periodo de 8:00 e 9:00 horas da manha.

Os animais dos grupos GE, GCh, GCS, GCC e GCM foram perfundidos 1:00 horas apés o
término da sessdc ou da manipulagio (GCM).

1iL. Analise Comportamental:

As gravagbes em VHS das sessdes experimentais dos animais GE, GCh, GCC e
GCS foram transcritas com registros de comportamentos a cada 30 segundos. A descricio e
a definig8io das categorias e itens comportamentais, contidas no catalogo de comportamento
de pombos (Reis er al, 1999) foram discutidos com observadores experientes, para fins de
controle da validade dos dados por meio de testes de acordo entre observadores. Os
comportamentos foram registrados em acordo com as seguintes categorias:
-Movimentos isolados: nesta categoria foram incluidos todos os comportamentos que
resultam em mudangas de localizago espacial e/ou extensio de partes do corpo do animal.
-Comportamentos pre-exploratérios: constituem reagdes que foram geralmente observadas
antecedendo o explorar (sobressalto, murchar, estremecer o COrpo).
-Comportamentos exploratorios: movimentos relacionados a orientagiio para a investigacio
de partes ou do ambiente como um todo (esticar o pescoco, alerta, explorar, escanear,
rotacdo da cabeca, fixar).
-Locomogao: deslocamento no espago, usando como referencial um ponto qualquer que nio
ele mesmo (andar, circular, pisotear, esvoagar, voar, pular).
-Manuteng&o: comportamentos relacionados com ajustes corporais e vegetativos {bocejar,
estremecer a cabeca, deglutir, vomitar, piscar) e de autoestimulagio como cogar e limpar.
-Postura de imobilidade relaxada ou parado (PAR): auséncia de movimento observaveis do
corpo ou de parte deste; o animal interrompe o movimento em curso ou fica sem se mover,
em p¢, geralmente no centro da camara experimental e sem apoio peitoral, com o pescoco

encolhido ou em pequena extensio.



14

-Postura de imobilidade tensa ou fieezing (PI): auséncia de movimentos observaveis do
corpo ou parte deste: o0 animal fica imdvel, agachado ou encolhide com alargamento da
disténcia entre os pés, geralmente num canto da cmara experimental, com corpo inclinado
para frenie ¢ apoio peitoral no assoalho ou parede: asas e caudas apresentam
desalinhamento: o pescogo apresenta extensdo restrita e a cabega fica imével e direcionada

para um Gnico ponto do ambiente,

IV. Perfusio:

Apdés o termino dos procedimentos experimentais (1:00h) os animais foram
novamente transportados ao laboratorio onde foram anestesiados com Ketamina e
Xylazina, e submetidos & perfusio transcardiaca com solugfio salina (NaCl 0,9%) para a
remog¢ido do sangue presente no cérebro, e, a seguir, com soluclo tamponada de
paraformaldeido a 4%, para a fixagio do tecido nervoso. Findo este procedimento, os
cérebros dos animais foram retirados do crinio e mantidos por 4 horas na solucio de
paraformaldeido, para pés-fixagio. Em seguida, os cérebros foram transferidos para uma
solugdio crio-protetora de sacarose a 30% e mantidos em wma temperatura média de 4 C°
por um perfodo de 48 horas. Findo o periodo de crioprotegiio, os cérebros foram congelados
com gelo seco € seccionados a uma espessura de 30 um em micrétomo deslizante de
congelamento (Leitz 1208), no plano estereotaxico coronal (frontal). Os cortes de todas as
estruturas cerebrais foram coletados em recipientes contendo tampéio fosfato-PB (a mesma
solugdo usada na perfusdo e pés-fixagdo), e distribuidos em seis compartimentos iguais
onde foram mantidos a 4 C°. Posteriormente foram submetidos ao processamento imuno-

histoquimico.

V- Analise Imuno-histoquimica:

Apos trés lavagens de 10 minutos em PB os cortes foram incubados com o
anticorpo primario Egr-1 (c-19), (Sc-189-Santa Cruz Biotechnology, USA) a uma
concentragdo de 1:1000 em uma solugio de triton X-100, diluido a 0,3% em PB (TXPB),
contendo 2% de soro de cabra, onde permaneceram por 24 horas. Apds esse periodo, foram

submetidos a trés lavagens em PB de 10 minutos cada. Posteriormente foram incubados,
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durante 90 minutos, com o anticorpo secundério biotinilado (Jackson) em TXPB,
permanecendo em rotagdo, a temperatura ambiente. Imediatamente apds esse periodo de
incubagdo, os cortes foram novamente submetidos a trés lavagens em PB de 10 minutos
cada. Em seguida foram incubados em uma solucio contento o complexo ABC (avidina-
biotina-peroxidase), TXPB e cloreto de sodio, durante 90 minutos, permanecendo em
rotaco, a temperatura ambiente; e, novamente submetidos a trés lavagens de 10 minutos
cada, em PB. Foram entdo colocados em solugio de diaminobenzidina em PB,
acrescentando-se 0,2 ml de H;0; 0,03% por um periodo entre 2 a 6 minutos, e novamente
submetidos a trés lavagens de 10 minutos cada, em PB. Subsegiientemente procedeu-se a
montagem de laminas e posterior desidratagfio dos cortes mediante a exposicio a uma série
crescente de &lcoois (70%, 90%, 100%, 100%) com um periodo de 5 minutos em cada
alcool, € ao clareador (Hemo-De).

A analise dos micleos marcados foi feita através de microscopia de campo claro e
contraste de interferéncia, sendo que na contagem dos nicleos dos neurdnios marcados nas
regides definidas do hipocampo utilizou-se o programa Image (NIH-USA). A contagem foi
realizada em trés a cinco cortes de cada animal, correspondentes aos niveis A8.00 a A7.00
(Karten ¢ Hodos, 1967), posteriormente se fez a média desses cortes, que foi considerada
como o nimero de marcacio de cada animal para a anélise estatistica. Os resultados sdo

expressos em densidade, ou seja, os ndmeros correspondem 3 quantidade de nicleos

marcadas em cada milimetro quadrado:

D = nimero de niicleos marcados por
mm?

D= (n.1600000)/ A (pmz) n = numero de niicleos marcados

A = 4rea delimitada para a contagem
de ntcleos em pm?

VII. Analise Estatistica:
Para a estatistica da andlise comportamental foi realizada a ANOVA de duas vias,
tendo como fatores os grupos e os intervalos de 5 minutos ao longo da sessio de treino; e,

como varidvel dependente, o nimero registrado de freezing. As analises post-hoc foram

realizadas com o Teste de Muiltiplas Comparacdes de Tukey-Kramer.
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Para a analise estatistica da densidade dos niicleos marcados no hipocampo foi
realizada a ANOVA de uma via, sendo os grupos a variavel independente e a densidade da
marcagho, a variavel dependente. Os dados das regides hipocampais medial, lateral e dorsal
foram analisados pela ANOVA de duas vias, considerando a densidade da marcacio em
cada regifio como variavel dependente e grupo e a regifio hipocampal como fatores. O Teste

de Multiplas Comparagdes de Tukey-Kramer foi utilizado nas analises post-hoc,



17

4, Resultadeos

Efeitos do treino som-choque sobre a ocorréncia da resposta de freezing

Os dados comportamentais sio apresentados como a média, em intervalo de 5
minutos, da ocorréncia da resposta de freezing (postura de imobilidade) durante a sess@io de
treino. Os dados evidenciam o aumento do freezing, a partir dos 5 minutos iniciais da
sessdo, para os grupos GE e GCh. A analise estatistica confirmou essas diferencas com um
efeito significante de grupo (F320=24,75; p<0,0001), dos blocos de intervalos temporais
durante a sessfio (¥39=20,21; p<0,0001) e uma interagdo significante entre grupo e blocos
de intervalos temporais (F3 60=8,57, p<0,001). As analises de multiplas comparagdes com 0
teste Tukey-Kramer indicaram diferengas significativas entre o primeiro bloco de 5 min, da
sessiio de treino em relagdo aos demais (p<<0,05) e entre os grupos GE e GCh em relagio
aos controles GCS e GCC (p<0,05).

MEDIA DE FREEZING
[T R N T«

MEDIA DE FREEZINC

5 10 15 20
TEM PO TEMPO

Figura 1: Média do registro da ocorréncia de freezing durante a sessdo de treino para o
grupo experimental (GE), grupo choque (GCh), grupo controle ao contexto (GCC), grupo
controle ao som (GCS).
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Andlise do namero de células que expressaram o produto do proto-oncogene 7if/268.

A média da densidade de ndcleos marcados no hipocampo foi primeiramente
comparada entre 0s grupos, sendo observada uma malor marcagdo no GE e GCh. TComo
também pode ser observado na Figura 1, o niimero de nlcleos marcados no GCC e no
GCM foi menor em relagio ao GE e ao GCh, porém n3o em relagdo ao GCS. Estas
diferengas foram confirmadas estatisticamente pela ANOVA (Fyq25=11,119; p<0,05). O
Teste de Multiplas Comparacdes de Tukey-Kramer indicou diferengas significativas entre o
GE e os grupos GCM e GCC (p<0,001), como também entre o GCh e os grupos GCC ¢
GCM (p<0.05).
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Figura 2: Média da densidade de niicleos marcados por mm® no hipocampo dos
grupos GE, GCh, GCS, GCC e GCM. ** p<0,001 em relagio aos grupos GCC e
GCM, * p<0,05 em relagdo aos grupos GCC e GCM.
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As analises das marcacBes da imunoreatividade dos nicleos das células em cada
grupo, considerando as regides hipocampais (HM, HL e HD), mostrou que houve marcagio
diferencial dos nicleos entre as regides e entre os grupos. A analise estatistica indicou um
efeito de grupo (Fa24=10,30; p<0,0001) e de regifio (F224~21,34; p<0,0001). As analises
post hoc indicaram diferengas entre grupos e regiGes, representadas graficamente nas
Figuras 3 e 5. O GE apresentou uma densidade de marcagio significativamente maior na
regidio medial do que de qualquer outro grupo (p<0,05). Na regifo dorsal encontrou-se
densidade de marcagio significativamente diferente no GE e no GCh em relagdo ao GCC e
GCM (<0,05). O GCS também apresentou um nimero significativamente maior de células
em relagdio ao GCM (p<0,05), porém ndo foi diferente quando comparado com os demais
grupos (p>0,05).

Na regido lateral, menor densidade de niicleos marcados foi observada para todos os

grupos. Nio se encontrou diferenca significativa entre os grupos (p>0,05).

HD
400 - . 400
' H
_§ 300 ' 300
3 200 200
g 100 - 100
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zGCS
aGCC
1GCM

GRUPOS

Figura 3: Analise da densidade por mm’® da marcagio da imunoreatividade dos aiicleos das
células em cada regido hipocampal. HM: Hipocampo Medial;, *** p<0,05 em relagio aos
demais grupos. HL: Hipocampo Lateral. HD: Hipocampo Dorsal; ** p<0,05 em relacio ao
GCC e a0 GCM, * p<0,05 em relagdo ao GCM.
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Figura 4: Fotomicrografia do hipocampo do hipocampo do grupo controle manipulacd
(GCM), grupo controle contexto (GCC), grupo controle som (GCS), grupo choque (GCh}
grupo experimental (GE). A barra corresponde a 25um.
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A comparagdo da densidade de nucleos marcados em cada regido e dentro de cada
grupo (Figura 5), indica diferengas apenas para os grupos GE e GCh. No GE ocorreu uma
densidade de marcagio significativamente maior nas regides medial em relagio 4 regido
lateral (p<0,05). No GCh a regifio dorsal possui uma densidade de marcacio
significativamente maior do que na regifio lateral (p<0,05), porém ndo em relagdo 4 medial
(p>0,05). Nos grupos controles GCC, GCS e GCM, ndo houve diferenga significativa na

marcagdo das respectivas regides hipocampais (p>0,05).
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Figura 5: Anilise da densidade por mm* da imunoreatividade dos niicleos das células do
HM, HL e HD em cada grupo. GE: grupo experimental; * p<0,05 em rela¢io ao HL. GCh:
grupo choque; *p<0,05 em relagdo ao HL. GCS: grupe controle som. GCC: grupo controle
contexto. GCM: grupo controle manipulagdo.
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5. Discussio

Os dados do presente estudo indicaram que a expressio do IEG zif//268 ocorreu no
hipocampo de pombos apds o condicionamento clissico aversivo. Durante a sessdo de
condicionamento, em que houve a exposigio 4 associagido som-choque ou a apresentagdes
de estimulos discretos, observou-se diferengas significativas na ocorréncia de freezing para
os grupos GE e GCh. A aceleragiio positiva das curvas de freezing pode ser interpretada
como evidéncia de que a associagiio do choque ao som (GE) e do choque ao contexto
(GCh) resultou em mudangas comportamentais que seriam indicativas de aquisi¢io do
condicionamento de medo (Reis ef al., 1999, ). A exposi¢cio posterior ac contexto ou a
apresentagdes isoladas do som poderiam confirmar o valor condicionado desses estimulos.

Verificou-se uma expressdo diferenciada do zif’268 em regides especificas do
hipocampo. A observagdo, neste trabalho, de uma maior ativagio do hipocampo no grupo
que foi submetido ao condicionamento classico aversivo, parece confirmar a participagio
do hipocampo neste tipo de aprendizagem. Esses resultados, em conjunto com os estudos
que descrevem as aferéncias e as eferéncias hipocampais, bem como as localizagdes de
neuromediadores, constituem uma contribuigio para a discussio dos possiveis circuitos que
medeiam os processos de aprendizagem e memoria.

Na realidade, a formacdo hipocampal é conhecida como sendo crucial para o
processamento de alguns tipos de memoéria em mamiferos (Teyler & Discenna, 1985,
Maren et al., 1997, Antoniadis & McDonald, 2000, Watanabe, 2001). Alguns estudos ja
confirmaram a participacio do hipocampo de mamiferos, entre outras estruturas, no
condicionamento classico aversivo (Selden ef al., 1991; Phillips & LeDoux, 1994; Hall ez
al, 2001). O hipocampo de aves também estd estreitamente relacionado com varios tipos
de memoria e de aprendizagem (Bingman ef al., 1989, Good M, 1987, Colombo et al.,
1997) entre eles o condicionamento classico aversivo (Reis ef al, 1999). Os dados do
presente trabalho adicionam, assim, observagdes interessantes para essas discussdes.

Em experimentos com ¢ condicionamento cldssico aversivo existem substanciais

evidéncias de que ¢ estimulo incondicionado (US) também se associa com ¢ ambiente em



que ocorreu o treino (Maren ef al., 1997). Varios trabalhos confirmaram a participagdo do
hipocampoe mediando o condicionamento contextual aversivo (Kim & Fanselow, 1992;
Phillips & LeDoux, 19%4; Reis er al, 1999). Os resultados deste trabalho trabalho
confirmam a idéia da participagdo do hipocampo no condicionamento ao contexto, uma vez
gue a marcaglic da imunorreatividade ao IEG zif 268 no GCh foi significativamente maior
em relagdo aos grupos controles GCM e GCC. Além disso, no presente estudo para os
animais do GE houve o condicionamento som-choque num contexto especificc. Como
houve a expressdo diferenciada nos dois grupos GE e GCh- pode-se relacionar esses dados
com as proposi¢des de que os organismos usariam uma estratégia diferente durante a
aquisiciio do medo ao som e ao contexto. Como colocado anteriormente, uma estratégia de
resposta a2 uma configuracio de estimulos tem sido proposta na aquisigdo do medo ao
contexto (Maren ef al., 1997). Em fungio dos dados apresentados, essas consideragdes,
referentes a mamiferos, tornam-se também, relevantes no estudo do condicionamento
pavioviano em aves (Reis ef a/.,1999).

Apesar da evidente participagio do hipocampo no condicionamento classico
aversivo, os estudos em ratos demonstram que as lesdes hipocampais nio interferem na
aquisi¢io deste condicionamento, mas sim na recuperacio do mesmo (Maren &Holt,
2000). Contudo, ndo significa que, quando integro, ele ndo participe desse processo, idéia
que ¢ reforcada pelos resultados aqui apresentados. Ou seja, a expressio do ziff/268
observada uma hora apdés o condicionamento, nos grupos GE e GCh, podem ser
consideradas como evidéncias de inducio da expressdo desse gene, e portanto de ativagio
neuronal, induzida por aprendizagem.

Uma vez que, um aumento na expressdo do zif/268 na regido hipocampal, significa
a uma maior ativacdo neural hipocampal, supfe-se uma maior transmissio dessa atividade
neural, levando, consegilentemente, a ativagio de circuitos neurais durante esse processo.
As eferéncias e as aferéncias hipocampais mostram suas relagSes com regides envolvidas
no processamento de informacdes referentes ao condicionamento (Kraymiak & Siegel,
1978). Além disso, a caracteristica aversiva desse modelo de condicionamento ja destaca a
sua relagio com o sistema limbico. Quando se considera os circuitos neurais envolvidos

nesse processo, € relatado que o hipocampo de aves ndo recebe projecdes diretas do
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arquiestriado (sistema homologo a amigdala em mamiferos), mas sim indiretamente através
de projecBes do arquiestriade para a regifio parahipocampal, que por sua vez possui
conexOes reciprocas com ¢ hipocampo. As aferéncias hipocampais para ¢ arquiestriado
também se ddo de forma indireta através da area septal contralateral, que também conecta o
hipocampo ao hipotdlamo lateral, talamo dorsomedial e formagfo reticular cinzenta
(Krayniak & Siegal, 1978; Casini ef al., 1986). Essas conexdes fazem parte de toda uma
rede neural que estaria envolvida no condicionamento classico aversivo, sendo que as
estruturas presentes recebem e processam informagdes somatosensoriais. A area septal, o
nucleo taénia e o arquiestriade podem ser considerados como areas retransmissoras dos
impulsos do hipocampo e da é4rea parahipocampal para ¢ hipotilamo, sendo este
responsavel indireto pela expressio do comportamento decorrente do condicionamento.
Esse conjunto de informacg0es, juntamente com os dados do presente trabalho, de uma
expressdo significativamente maior de zif/268 apds o condicionamento classico aversivo,
seria, assim, indicativo de ativagio de circuitos neurais.

Esses dados também podem ser interpretados como evidéncias de plasticidade
associada ao IEG zif/268, uma vez que o episdédio de aprendizagem, nesse caso, o
condicionamento classico aversivo, leva a formagdo de tragcos de memoéria, o que muitas
vezes depende da expressdo desse gene (Lanahan & Worley, 1998; Walton et al., 1999,
Kandel, 2000). Durante o condicionamento classico aversivo ocorre a ativacgio de
receptores NMDA e de receptores de outros neuromediadores, que por sua vez ativam
sistemas de segundos mensageiros (IP3, PYK2 CAM Kinases, etc.). Os segundos
mensageiros fosforilam fatores de transcricio (CREB, SRF), que induzem a expressdo de
familias de IEGs (Krox 24, Krox 20). Esses [EGs, dentre eles o zif/268, também participam
como fatores de transcri¢Bo de outros genes, responsaveis pela expressio de proteinas
formadoras de receptores, e proteinas estruturais, causando alteragbes no fenotipo
sinaptico, ou seja, a plasticidade sindptica (Lanahan & Worley, 1998; Walton ef al., 1999;
Kandel, 2000). Neste caso, os resultados observados neste trabatho podem ser interessantes
por levantarem questdes a respeito de quais neuromediadores, e mecanismos de sinalizaco
intracelular estdo envolvidos no condicionamento classico aversivo em pombos. Essas

questdes permanecem abertas para investigagio.
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Os resultados apresentados mostram, também, que a marcacdo da expressdo do
zif/268 ndo foi homogénea no hipocampo. Esses dados podem estar relacionados ao fato de
que tal como o hipocampo de mamiferos, o hipocampo de aves ndo pode ser estudado
como uma estrutura Unica, que finciona homogeneamente, uma vez que possui diferencas
intrinsecas em sua organizac@o histoldgica e na organizac@o topografica de suas projegdes.
O fato do hipocampo de aves ser ativado de forma diferente quando o animal € exposto a
situacdes também diferentes sugere que ele seja uma estrutura funcionalmente
compartimentalizada. Essa idéia pode ser fundamentada em trés fatores principais. O
primeiro refere-se as conexdes hipocampais e aos tipos celulares localizados em cada
regido, e as respectivas conexdes intrinsecas e extrinsecas envolvidas no condicionamento.
Dessa forma poderiamos melhor explicar a maior ou menor ativagio das subregides
hipocampais. Porém, ainda nio se tém essas informagdes, adiando conclusdes a respeito e
ao mesmo tempo estimulando futuros estudos.

Nesse trabalho considerou-se uma subdivisfo arbitraria do hipocampo, onde trés
subregides podem ser encontradas: regiio medial, regido lateral, e regifio dorsal. A regido
medial é caracterizada pela porgZo medial de um conjunto de células organizadas em forma
de V, que é fortemente corada com Nissl (Krebs ef al., 1991) e ¢ essencialmente a regido
definida como hipocampo por Karten e Hodos (1967). A porgéo lateral desse conjunto de
células em V faz parte da regido lateral, que tem seu limite lateral margeando medialmente
o ventriculo lateral. Ja a regifio dorsal encontra-se dorsalmente as células em V, e
medialmente ao ventriculo lateral. Os resultados identificaram ura maior marcagio na
regido medial do hipocampo para o GE, e na regido dorsal do hipocampo para o GCh. Nio
foram encontradas diferencas entre as subregides hipocampais para os grupos GCM, GCC,
e GCS. Provavelmente isso se da pelo fato de apenas os grupos GE ¢ GCh terem passade
pelo processo de aprendizagem relacionados ao condicionamento classico aversivo.
Novamente esses dados evidenciam a indugdo da expressio do IEG zif268 pela
aprendizagem.

Apesar desses dois grupos possuirem diferencas em suas marcagBes, essas ndo
foram semelhantes, uma vez que no grupo GE a regido com um namero maior de nacleos
marcados foi a medial, enquanto que no GCh foi a regifio dorsal. Esses resultados sugerem

que, provavelmente, quando diferentes estimulos estdo envolvidos no condicionamento, a
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circuitaria envolvida seria diferente, estabelecendo conexfes com regides especificas do
hipocampo, de acordo com os estimulos, € 0s processamentos envolvidos.

Como foi dito anteriormente, estratégias diferentes sfo utilizadas pelo orgamismo na
aquisicio do condicionamento cléssico aversivo, levando em consideraciio a caracteristica
do estimulo envolvido. O estimulc pode ser polimodal, exigindo uma estratégia de
configuragdo, ou umimodal, exigindo uma estratégia simples, tendo como exemplos de
estimulos o contexto e o som, respectivamente (Maren ef al., 1997, Maren & Holt, 2000).
Desta forma, circuitos diferentes podem ser ativados em cada caso. Provavelmente essas
considerages possam ser estendidas ao condicionamento classico aversivo em aves, com
base nos dados dos animais do grupo GE e GCh. Assim, pode-se relacionar, mais uma vez,
o fato de diferentes estimulos, e, possivelmente, diferentes estratégias de aquisicio do
medo condicionado, levarem a ativagdo de circuitos especificos. Conseglientemente,
ocorreriam também conexdes de regibes especificas do hipocampo, com estruturas
associadas a cada circuito. O resultado seria a ativagio hipocampal intrinseca diferenciada,
constatada neste trabalho pela marcacdo do IEG zif/268.

Um outro fator importante é observar quais tipos celulares estdo sendo ativados,
para estabelecer as relagOes entre o tipo celular e as possiveis fungdes. Neste estudo
verificou-se que uma grande marcagdo ocorreu na regiio onde se encontram as células
piramidais, ou seja, a regido em V. Porém, ndo se pode afirmar que fossem apenas, ou, na
sua maioria, células piramidais marcadas, uma vez que outros tipos de células também sdo
encontradas nesta regido, como por exemplo células em cesto. Considerando-se a hipdtese
de serem células piramidais marcadas, podemos tecer comparacdes com os mamiferos no
que diz respeito & participagdo das células piramidais no processo de aprendizagem e
meméria. Existe uma extensa literatura mostrando a participacdo das células piramidais de
mamiferos na potenciaciio a longo prazo (LTP). E possivel que no condicionamento
classico aversivo em pombos ocorram processos similares, ou seja, que as células
piramidais também participem de processos de LTP hipocampal em pombos. Na realidade,
estudos comprovaram que as sinapses na regido hipocampal de aves também desencadeiam
o processo de LTP (Margrie ef al., 1998).

A expressdo do zif268 tem sido estreitamente correlacionada com a indugdo de

LTP hipocampal em mamiferos (Cole ef al., 1989; Wisden ez al,, 1990; Jones et al,, 2001;),
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considerada como sinal de uma forma de plasticidade dependente da sintese de proteina
(Bliss & Collingridge, 1993). As presentes observagdes da expressio do zif/268 a pombos
parecem colocar questdes de interesse para a investigagio de suas relagdes com a LTP
hipocampal como um processo subjacente ao condicionamente classico aversivo em
pombos. O papel do IEG zif286 nesse processo ainda deve ser esclarecido. Na realidade,
alguns estudos tém questionado que a potenciagdo a longo prazo na regifo hipocampal de
aves dependa da ativagio dos receptores NMDA (Wieraszko & Ball, 1991). Contudo, deve-
se considerar que essas observagdes referem-se a estudos in vitro de uma regidc especifica
do hipocampo de galinhas. Desta forma, nSo ¢ possivel dizer qual o real papel desses
receptores em processos de LTP em aves. Além disso, como o zif/268 depende da ativagdo
desse receptor, podemos supor que na potenciagdo a longo prazo na regifo hipocampal de
pombos, decorrente do condicionamento classico aversivo, ocorreria a participacio do
receptor NMDA. Em conclusio as comparagdes entre LTP na regifio hipocampal de aves e
de mamiferos, juntamente com os resultados apresentados no presente estudo, coloca-se a
importincia de investigacles sobre as formas de plasticidade sinaptica envolvendo a
aprendizagem na regido hipocampal de aves.

E interessante, ainda, considerar os estudos (Krebs e al., 1991), que indicaram uma
forte marcagdo da imunorreatividade a decarboxilase acido glutimico (GAD), enzima
catalizadora de glutamato em Aacido gama-amino-butirico (GABA), em subregiGes
hipocampais. Os estudos da distribui¢do de neuromediadores, na regiio hipocampal,
apontada como o terceiro fator a ser considerado, fornecem, ainda, subsidios para a idéia de
compartimentaliza¢@o funcional do hipocampo. Diversos tipos de neuromediadores foram
encontrados nas subregides hipocampais. Como j4 foi visto anteriormente, o mapeamento
da localizacdo desses neuromediadores sugeriu uma divisdo hipocampal em seis éreas,
distribuidas entre os niveis A3.75 ¢ A9.00, (Erichsen ez al., 1991; Krebs et al., 1991).

Relacionando a divisfio citada acima, com a divisio considerada neste trabalho,
podemos observar que a regido aqui definida como hipocampo medial é rica em GAD. No
hipocampo de mamiferos, o GAD estd estreitamente relacionado com as conexdes
intrinsecas (Somogyi e al., 1984), o que pode ocorrer de forma similar no hipocampo de

aves. Além disso, a regiio medial do hipocampo de pombos possui uma pequena
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concentracdo de serotonina na porgdo mais superior, como também aferéncias colinérgicas,
serotononérgicas e catecolaminérgicas, providas pelo tracto medial. As fibras
serotoninérgicas deste tracto ascendem para a regifio dorsal. Algumas fibras do tracto
medial terminam na regifio medial do hipocampo. Isso tudo nos leva a algumas
especulagdes. Podemos supor que durante o condicionamento aversivo ao som, 2 regido
medial seria ativada, por meio das aferéncias colinérgicas que penetram na regifio
hipocampal via tracto medial. Essas aferéncias seriam projecdes de outras estruturas que
fazem parte dos circuitos envolvidos neste condicionamento. Provavelmente, dado que essa
regido ¢ rica em GAD, um grande numero de conexdes intrinsecas mediadas por GABA,
ocorre ap6s a entrada de informagdes pelo tracto mesencefilico. Uma grande gama de
informag¢des provenientes de outras estruturas envelvidas no processamento de informacBes
sensoriais, penetram no hipocampo através do tracto medial. Como parte dessas fibras
terminam nessa regido, ativam diversas células, possivelmente justificando assim a grande
marcacdo encontrada aqui.

A regido dorsal € caracterizada principalmente por uma grande quantidade de
serotonina, igualmente distribuida em toda a regidio. Nesta regifio observam-se também
termina¢bes de fibras do tracto medial e a presenca de GAD. O fato de fibras do tracto
medial terminarem nesta regido também a colocam em uma situagio de conexiio direta com
as estruturas envolvidas no condicionamento. Provavelmente deve-se a isso a grande
ativagdo do hipocampo dorsal durante o condicionamento classico, principalmente ao
contexto. J4 o hipocampo lateral ndo possui conexo aferentes com outras estrutura, apenas
conexdes hipocampais intrinsecas. E possivel, assim, que haja uma interago modulatoria
dessa regido sobre as outras regides hipocampais. Para uma analise mais precisa seria de
grande importéncia uma dupla marcacéo, ou seja, a marcago do IEG zif/268, juntamente
com a marcaclo dos neuromediadores, para determinar entdo que tipo de neuromediadores
estdo envolvidos nessa circuitaria hipocampal intrinseca. Esses dados juntamente com a
verificagdo de quais tipos celulares estdo sendo ativados provavelmente nos trariam
conclusdes importantes.

Certamente este estudo contribuiuv com importantes consideragdes, e

principalmente, estimulou novos questionamentos, na tentativa de melhores elucidagio das
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relagdes entre aprendizagem e memoria aversiva em pombos, hipocampo, e eventos

bioquimicos e moleculares.
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Tabela 1: Densidade de nucleos marcados por mm’ nas regides hipocampais dos animais
do grupo experimental GE

Regides Densidade de nticleos marcados por mmzlAnimais
GE1 GE2 GE3 GE4 GES5 GES6

HM 379.161 236.602 333.374 380.870 210,588 352,430
HL 114.063 104.361 180.925 191.066 152,456 167,327
HD 133.533 176.568 421.137 304.083 198.021 210.230
z 626,757 517,531 935,436 876,019 561,065 729,987
Meédia 208.919 175,510 311.812 292.006 187,021 243.329

EP 86.172 38.616 70.888 55.683 17.838 56.506

Tabela 2: Densidade de nicleos marcados por mm nas regides hipocampais dos animais
do grupo chogue- GCh

Regioes Densidade de nicleos marcados por mm /Animais
GChi GCh2 GCh3 GCh4 GCh3 GChé
HM 104.130 197.979 246,554 163.082 170,458 178.127
HL 88.633 102,043 57.968 205.994 157.825 137.273
HD 197.973 241.798 175,876 347,727 234,282 258.458
) 390,736 541,82 480,398 716,803 562,505 573,858
Média 130.245 180.606 160,132 238.934 187.501 191.286
EP 34.504 41.687 55.564 56.355 23.903 35.957
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Tabela 3: Densidade de niicleos marcados por mm’ nas regides hipocampais dos animais
do grupo controle ao som-GCS

Regibes Densidade de niicleos marcades por mm /Animais
GCS1 GCS2 GC83 GCS4 GCSS GCS6
HM 131.143 167.941 234.705 161,970 198.312 228,907
HI, 88.698 137.826 74.054 125.892 127.221 153,295
HD 179,005 193.133 168.907 255,029 257,510 147.521
z 398,846 500,900 477,666 542,891 583,043 529,723
Média 132.948 166.966 159,222 180.963 194,347 176,574
EP 26.349 16.718 47.101 38.859 38.045 26.485

. . 2 - . . o
Tanela 4: Densidade de nticleos marcados por mm  nas regiGes hipocampais dos animais

do grupo controle ao contexto-GCC

Regides Densidade de nicleos marcados por mmZ/Animais
GCC1 GCC2 GCC3 GCC4 GCC5 GCCo
HM 118.176 166,380 94.596 82,224 92.920 42,591
HL 54,489 211.429 68.548 104,784 81.022 45,327
HD 160.618 195,134 105,587 144,550 31,734 56.763
= 333,283 572,943 268,731 331,558 225,676 144,681
Média 111.094 190.981 89.577 110.519 75225 48227
EP 31.153 13.302 11.094 18.404 12.361 4.384




Tabela 5: Densidade de nicleos marcados por mm’ nas regides hipocampais dos animais
do grupo controle manipulagdo-GCM

Regides Densidade de nicleos marcados por mm /Animais
GCMI GCM2 GCM3 GCM4 GCMS3 GCM6
HM 152.079 125.538 117.956 78.420 151.285 94.639
HL 92.333 114,401 88.029 33.324 99.654 115.832
HD 95.232 170,740 112.127 32,969 118.009 125.707
b 339,866 410,679 318,112 144,713 368,948 336.178
Meédia 113.288 136.893 106.037 48.237 122,982 112.059
EP 19.607 17.401 9.253 15.244 15.264 9.257




